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1. INTRODUCCION 
1.1 Antecedentes. 
Los bosques cubren alrededor de 3.870 millones de has, el 30% de la superficie terrestre del 
planeta. De estas, el 56% corresponde a bosques tropicales y subtropicales y el 44% a 
bosques templados y boreales. Las plantaciones forestales constituyen tan solo el 5% y el 
resto es bosque natural. 
En todo el mundo sé están haciendo esfuerzos en pro de la conservación forestal sostenible, 
un enfoque que propugna un equilibrio entre los objetivos sociales, económicos y 
ambientales. Cada vez adquieren mayor predicamento las estrategias integradas de 
conservación de los bosques, en la que el mantenimiento de los recursos forestales en 
general, y de la diversidad biológica en particular, supone una actividad de ordenación dentro 
y fuera de las zonas forestales protegidas. 
~ ~ cf¿ G,,¡;>.J?1'¿ "71 " 
Andalucía es la comunidad autónoma española/ qtré tiene mayor superficie protegida, con 
CA~~I~"'" 
1,481 .009 Has, el 16.9% del total de su extensión (Silva et al. 1995). Se encuentran en ella 
82 espacios naturales protegidos en diferentes escalas de protección, lo que garantiza ya de 
por sí la conservación de una buena parte de su flora. Las especies leñosas toman una 
importancia en la vegetación de estos 82 espacios naturales protegidos, no tanto por la 
población que presentan, sino por la importancia de las mismas en la configuración paisajista 
vegetal , ya que estas especies presentan un alto potencial para su aprovechamiento forestal , 
ornamental, etnobotanico, frutal , etc. 
1.2 Objetivos 
El objetivo principal de este trabajo, es la puesta a punto de sistemas de propagación a partir 
de semillas, que mejoren los métodos convencionales, de las especies Prunus spinosa; 
Prunus ramburii; Prunus domestica; Prunus mahaleb y Prunus avium, pertenecientes a 
la subfamilia prunoideae de la familia Rosaceae. 
Dentro del objetivo apuntado, se estudiara la germinación de semillas sin endocarpo, tanto en 
bandejas con sustrato, como en cultivo in vitro, y de embriones cigóticos in vitro. En todos los 
casos, se propagaran mediante micro propagación explantos uninodales de las plantas 
obtenidas, para formar lineas clónicas de cada una. Así mismo, se adaptaran a suelo 
convencional las plantas obtenidas. 
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1.3 El Cultivo in vitro. 
SCHLEIDEN y SCHWAN (1887), describen en su teorla celular, que la célula es capaz de 
subsistir por si sola si la condiciones externas le son favorables. 
A. MORGAN (1901), se le atribuye él termino de la totipontencia celular la cual define, que 
una célula es capaz de desarrollarse hasta formar un organismo completo si las condiciones 
ambientales le son favorables y si se le aplican los estimulas adecuados. 
WHITE (1932) logra el primer cultivo in vitro utilizando en sus experimentos ápices de raices 
de tomate. 
El avance de la Biotecnologia ha cumplido un papel importante en el desarrollo de las 
técnicas del cultivo in vitro de células, tejidos y órganos. ~I numero de especies horticolas, 
fruticolas, ornamentales, floriferas y forestales que se multiplican por alguna de las técnicas 
del cultivo in vitro es cada vez mayor. 
ACEVES, J (1994). Manifiesta que el cultivo in vitro de tejidos vegetales, es una técnica de 
multiplicación en condiciones totalmente asépticas, en la que a partir de un pequeño 
segmento inicial de tejido es posible regenerar en poco tiempo un numero elevado de plantas 
genéticamente iguales a la planta madre. 
El cultivo in vitro permite la propagación de grandes volúmenes de plantas en poco tiempo, 
asi como el manejo de las mismas en pequeños espacios, junto a la gran ventaja de que las 
plantas obtenidas están libres de patógenos. Además, las técnicas del cultivo in vitro son 
adecuadas para la preservación de especies amenazadas y/o en peligro de extinción, ya que 
mejoran las respuestas de especies recalcitrantes a la propagación por métodos 
convencionales. 
PIERICK, R (1990), indica que existen muchos tipos diferentes de cultivo in vitro, de la 
misma forma que se encuentran materiales diferentes en la constitución de las plantas. Estos 
tipos son: 
1. Cultivo de plantas intactas, que consiste en sembrar la semilla in vitro, obteniéndose 
una plántula y luego una planta. 
2. Cultivo de embriones, el cual se retira del resto de la semilla. 
3. Cultivo de órganos aislados, distinguiéndose tipos distintos, p.e meristemo apical , 
cultivo de raices, cultivo de anteras, etc. 
4. Cultivo de callos, cuando una porción de tejido sé desdiferencia in vitro, originando un 
callo. 
5. Cultivo de células aisladas. Es el crecimiento de células individuales obtenidas de un 
tejido, callo, ya sea con la ayuda de enzimas o mecánicamente. 
6. Cultivo de protoplastos. Se obtienen de células, por digestión de la pared celular. 
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VIEITEZ, A. & ET. AL. (1987) , mencionan que en un sentido amplio, el cultivo in vitro de 
tejidos vegetales se refiere al crecimiento y desarrollo de órganos o secciones de tejidos, 
células o proloplastos, sobre un medio nutritivo y en condiciones de asepsia. Los medios de 
cultivo, pueden ser sólidos o líquidos según sea el soporte que sustenta al explanto. 
Generalmente estos medios contienen componentes inorgánicos, (sales minerales), que las 
plantas precisan en gran cantidad (macro nutrientes) o en cantidades pequeñas pero de igual 
modo imprescindibles (micronutrientes), una fuente de energía generalmente sacarosa, 
vitaminas y reguladores de crecimiento fundamentalmente auxinas y citoquininas. 
El cultivo in vitro de tejidos vegetales se aplica con creciente interés en el ámbito foreslal, 
donde se emplea en combinación con las técnicas convencionales , con fines de mejora de la 
propagación. 
Fue el francés GAUTHERET quien obtuvo por primera vez callo a partir de la proliferación in 
vitro del cambium de explantos de Salix caprea (1934) y asimismo mostró la formación de 
elementos vasculares en el callo neoformado y la aparición de yemas adventicias sobre 
tejido cambial, de U/mus campestris (1940). Por otra parte GIOELLI (1938), observó que en 
ocasiones se formaban raíces sobre callo de Salix caprea. 
Los medios de cultivo mas usados en especies forestales han sido los recomendados por 
WINTON (1976), MOTI (1981) Y SOMMER y CALDAS (1981), partiendo la mayoría de los 
investigadores del medio de MURASHIGE y SKOOG (1962) , con algunas variantes. Estos 
medios son extremadamente ricos en nutrientes, ya que han de soportar una proliferación 
muy activa del material vegetal. 
En los últimos años la Biotecnología ha suministrado técnicas que permiten lograr mejores 
individuos en forma más rápida, al mismo tiempo que ha hecho posible extender la capacidad 
de propagación clonal a especies que no eran posibles propagarse por las técnicas 
convencionales (estacas, acodos, injertos, etc.) . 
WATT. M P. el al (1997) , definen la Biotecnología como el manejo de los sistemas biológicos 
para el beneficio de la humanidad e incluyen el método convencional de fitogenética y cultivo. 
Además, la "nueva" Biotecnología ofrece una serie impresionante de técnicas para superar 
las limilaciones biológicas convencionales debidas a las grandes dimensiones de los árboles 
y a los procesos sexuales retardados, comunes a las especies leñosas. Éstas incluyen: 
cultivo de células y micropropagación, selección genolipica in vitro , conservación in vitro y un 
gran número de tecnologías en el campo de la genética molecular. 
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Además del uso de la micropropagación como medio directo de producir propágulos para el 
establecimiento de plantaciones, las técnicas in vi/ro pueden ser utilizadas más 
selectivamente en asociación con un programa de macropropagación de producción. 
Las estrategias que promueven una utilización en gran escala de material genético con una 
base genética reducida deben integrarse convenientemente en programas de mejoramiento 
de árboles. Dentro de estos programas, la propagación vegetativa permite una rápida 
distribución de los nuevos materiales y una adaptación adecuada de los clones a las 
diferentes condiciones locales. También permite el cultivo continuado de determinados 
clones, asi como una modificación eficaz de la combinación de clones utilizada en un 
determinado programa. La propagación vegetativa facilita también la aplicación de otras 
biotecnologías actualmente disponibles como almacenamiento in vi/ro, bien en cámara de 
cultivo, o a 4°C y oscuridad o crioconservación en N. liquido. 
El cultivo in vitro puede mejorar sensiblemente la germinación de la semilla completa de 
cualquier especie, tanto en rendimiento, como en menor tiempo necesario, dado que los 
factores físicos ofrecidos por este método, en especial humedad y temperatura, procuran 
unas condiciones constantes que favorecen el proceso. Además, la planta obtenida se 
desarrolla en un medio estéril que facilita la experimentación posterior con estas técnicas. 
El cultivo in vitro, tanto en germinación de semillas completas como de semillas sin endocarpo 
o de embriones, puede disminuir el fenómeno natural denominado dormancia, que se define 
como un estado de inactividad biológica, que se manifiesta por el retraso temporal de la 
germinación de las semillas. Este estado puede ser tan recalcitrante que las semillas 
producidas por algunas especies nunca germinen en la naturaleza, o lo hagan con gran 
dificultad, lo que es un grave problema para su conservación natural. 
Entre otras, dos causas concretas que motivan la dormancia son la permeabilidad de la 
cubierta vegetal de la semilla y la inmadurez del embrión. En muchas especies solamente es 
durmiente la semilla intacta, pudiendo ser el embrión no-durmiente, ya que la dormancia viene 
dada por la cubierta. 
Dentro de las posibilidades ya apuntadas, muchos autores han considerado la presencia del 
endocarpo leñoso como la principal causa de la dormancia, por ser, al menos una barrera 
mecánica que impide temporalmente la salida del embrión. 
GARCIA, E. (2003), manifiesta que el cultivo in vitro de embriones como técnica de apoyo a 
la mejora genética de especies frutales se ha mostrado muy eficaz cuando las semillas 
producidas en cruzamientos dirigidos no germinan bien. Asl, la técnica de rescate de 
embriones y su germinación in vitro, ha permitido la obtención de plántulas de un elevado 
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número de embriones que de forma tradicional no hubieran podido germinar y desarrollarse. 
Con esta metodologia, se logra superar la dormición de las semillas, se mejora la prevención 
del aborto embrionario, la superación de la incompatibilidad y el acortamiento de los ciclos de 
mejora. COHEN, B. (1996). 
Según FAO (2000), en lo que respecta a las especies cultivadas, la micropropagación o 
propagación vegetativa in vi/ro de plantas, es actualmente la base de una gran industria 
comercial en la que participan cientos de laboratorios de todo el mundo. Existen también 
protocolos adecuados para un gran número de especies arbóreas forestales, y está 
aumentando el número de especies para las que se han puesto a punto métodos de 
embriogénesis somática (que se considera por algunos autores como una fase de la 
micropropagación durante la cual células somáticas se diferencian en embriones somáticos). 
Por consiguiente, es probable que en el futuro la micropropagación adquiera mayor 
importancia comercial en el sector forestal. Las tasas más altas de multiplicación que se 
consiguen con la micropropagación, en comparación con la propagación vegetativa mediante 
esquejes, permiten aprovechar más rápidamente las ganancias genéticas obtenidas en las 
estrategias de silvicultura clonal. 
1.4 Características botánícas de las Rosaceae. 
Rosáceae, es una amplia familia de plantas dicotiledóneas que generalmente constituyen 
árboles, arbustos o hierbas, formada por 100 géneros y 3000 especies. Los géneros más 
numerosos son: Potentilla, Prunus, Rosa, Spirea. Presentan una distribución cosmopolita, 
más común en regiones templadas y subtropicales del hemisferio norte. 
Presentan hojas alternas o rara vez opuestas, desde simples a diversamente compuestas o 
divididas; estipulas generalmente presentes, algunas veces adheridas al peciolo. Las flores 
solitarias o más frecuentes en varios tipos de inflorescencias (cimosas), a menudo 
cantaridofilas(1), la mayoría regulares y perfectas, periginas(2) con un claro hipanto(3), o algunas 
veces (especialmente en la subfamilia Maloideae) epiginas(4). Perianto; sepalos (3-)5(-10) , 
imbricadas, a menudo apareciendo como lóbulos del hipanto (o el hipanto se presenta como 
un tubo calicino, propio del cáliz); pétalos (-3)5(-10), libres, imbricados, a menudo grandes 
vistosos, iguales o rara vez ausentes. Androceo, con estambres en general mas o menos 
numerosos pero con tendencia a disponerse en conjunto de 5 a 10, a veces hasta 20, y rara 
vez tan pocos como 5 (Aphanes) o incluso uno; filamentos libres, o rara vez soldados, 
insertos en el hipanto; superficie interna del hipanto por lo común nectarifera. Gineceo, por lo 
general con varios cárpelos libres, a veces solo uno (principalmente la subfamilia 
Prunoideae), o algunas veces cárpelos unidos con estilos separados y placentación axilar 
(principalmente Maloideae); primordios seminales generalmente varios o numerosos en la 
Subfamilia Spiroideae, solo 1 ó 2 por cárpelo en las demás Subfamilias. Fruto de diversos 
tipos, a menudo folículos separados o aquenios, algunas veces sobre un receptáculo carnoso 
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en hipanto inflado (Rosa), pomo (Maloideae), rara vez una cápsula (Lindleya); semillas sin 
endospermo o con un endospermo muy escaso. 
1, es decir, polinizado por insectos. 
2, con el perianta y el androceo sobre un receptáculo acopado y volcando 01 gineceo. 
3, receptáculo cóncavo y acopado de las flores con ovario infero. 
4, es decir, el perianta y el androceo sobre el ovario. 
Dentro de la Familia Rosaceae esta la Subfamilia Prunoideae a la que pertenecen las 
especies: 
• P. spinosa, "endrino", arbusto espinoso, flores solitarias, fruto azul pruinoso; 
• P. insititia, "endrino mayor, endrino de injertar", arbustos espinos, fiores solitarias, 
fruto amarillo verdoso, anaranjado o morado; 
• P. lusitanica, "loro", racimos erectos, hojas coriáceas y lustrosas, inflorescencias de 
hasta 25 cm, más largas que las hojas; 
• P. padus, "pado, árbol de Santa Lucía", racimos péndulos, hojas caedizas, 
inflorescencias racimosas; 
• P. maha/eb, "cerezo de Santa Lucia", inflorescencias subcorimbosa, hojas 
glandulosas; 
• P. dulcis, "almendro"; 
• P. armeniaca, "albaricoquero"; 
• P. persica, "melocotonero"; 
• P. domestica, "ciruelo europeo"; 
• P. avium, "cerezol!; 
• P. cerasus, lIguindo", 
• P. laurocerasus, "Iaurocerezo", hojas grandes y lustrosas, coriáceas, inflorescencias 
de hasta 12 cm, más cortas que las hojas, plantado como ornamental , venenosa por 
la presencia de ácido prúsico. 
• P. salicina, "ciruelo japonés". 
1.5 Especies Objeto de Estudio. 
1.5.1 Prunus avium. L. (cerezo) 
Arbol de hasta 20m, caducifolio. Ramas de corteza grisácea, casi lisa; ramillas glabras, lisas, 
pardo - rojizas. Hojas de 6-15 x 3-8 cm, alternas simples, con estipulas, oblanceoladas o 
elfpticas, acuminadas, con el margen aserrado y dientes glandulfferos, de haz verde mate y 
glabro y envés pubescente. Peciolo 1,5-4,5 cm, con 2 glándulas rojizas cerca de la unión con 
el limbo. 
Flores hermafroditas, actinomorfas, de 2-3 cm de diámetro, olorosas, largamente pediceladas, 
coetáneas con las hojas nuevas, en fascículos de 2-6, umbeliformes y sésiles, rodeadas por 
una corona de bracteas en la base. Receptáculo 4-7 mm, urceolado (en forma de olla); cinco 
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sépalos caducos; cinco pétalos blancos numerosos estambres y ovario no soldado al 
receptáculo. Fruto en drupa, de 9-17 mm, globoso o acorazonado, de color rojo o casi negro; 
con hueso Sub. globoso, casi liso. 
Organos fructiferos, ramos mixtos, chifonas (son como ramos mixtos de menor vigor) y, sobre 
todo, ramilletes que presentan varias yemas florales y una vegetativa, por lo que la poda debe 
encaminarse hacia su producción. 
Se pueden distinguir 3 sub especies: Una silvestre, de fruto pequeño (9-14 mm), rojo oscuro y 
de sabor áspero. Otras dos cultivadas con fruto de mayor tamaño (14 -17(20)mm); 
subgloboso de color rojo oscuro, rojo claro o amarillo rojizo y pulpa compacta de sabor dulce. 
Foto.1. Frutos de Prunus avium Foto. 2. Flores de Prunus avium 
Prunus avium se encuentra actualmente distribuido en casi toda Europa. Oeste de Asia y 
Noroeste de Africa; aunque se cree nativo del Oeste de Asia. En Andalucía se cultiva en 
muchos lugares, pero solo se ha citado como silvestre en Sierra Nevada. 
Las variedades silvestres se encuentran salpicadas en los montes de gran parte de Europa, 
ocupando toda la franja central excepto los Alpes . Disminuye hacia el N y E encontrándose 
muy dispersa en la región Mediterránea. También, se halla presente en el oeste de Asia y en 
el Norte de Africa. En paises como Bélgica, Holanda, Dinamarca, Gran Bretaña o la 
Peninsula Escandinava ha sido introducida por el hombre. 
En la Península Ibérica el Prunus a vium existe como silvestre en la mitad septentrional, 
haciéndose raro en el Sur. Siempre suele aparecer aislado. Se cultiva como frutal en la 
mayorla de las provincias, sobre todo en Cáceres (Valle del Jerte), Zaragoza y Granada. 
Prunus avium silvestre, normalmente se presenta solitario y sus densidades son siempre 
bajisimas. No obstante es uno de los árboles más útiles y polivalentes de todo el continente, 
ya que no solo beneficia al hombre sino al ecosistema donde se desarrolla. La especie es 
muy tenida en cuenta en los actuales planes de reforestación de los países europeos como 
Alemania y Francia, donde se subvenciona su plantación. La madera, es muy estimada en 
la 
tornería y ebanistería siendo, tras la de nogal, la más apreciada de Europa. Los tallos jóvenes 
se emplean para aros de tonelería. 
En la agricultura las variedades silvestres se usan como portainjertos de cerezos cultivados y 
tienen también interés en jardinería por la belleza de la planta en especial por los colores 
(amarillo y rojo) que adquieren en el otoño. Producen 4-16 Kg. lárbol de frutos, que sirven 
fundamentalmente de alimentos a los animales del bosque. 
En Andalucla (Sierra Nevada, Baza, Córdoba) el cocimiento de los pedicelos de los frutos se 
usa como diurético, en la farmacopea actual. También se toma como afrodisiaco. Los tallos 
proporcionan una goma que se emplea en el sector textil y de pinturas y barnices. Las flores 
son muy apreciadas por las abejas y produce una miel de excelente calidad. 
En las variedades cultivadas el fruto tiene una excelente comercialización, por ser el primero 
de hueso que entra en el mercado. España ofrece un fruto de maduración precoz respecto a 
otros países, realizando importantes exportaciones a los paises europeos. La producción es 
muy rentable, debido a los altos precios de venta y a que los costes no son muy elevados. En 
numerosas regiones de España, se preparan aguardientes y licores con las cerezas 
maceradas en alcohol (licor de cazalla). Los frutos se comen frescos, en mermeladas o en 
forma de dulces 
Al ser una especie autoincompatible tanto la polinización como la dispersión depende de los 
animales. Es especial la presencia de las abejas es indispensable para la fecundación. Se 
calcula que para que la polinización sea efectiva, se necesitan unas 25 abejas por cerezo por 
cada hora de sol. 
El cerezo es una especie que presenta una gran dificultad para germinar, por lo que su cultivo 
en vivero es complicado. Uno de los mejores resultados se logra recolectando los frutos en 
primavera, poco antes de que maduren, extraer la semilla inmediatamente y sembrarlas a 
continuación, obteniendo germinación a los 7 - 9 meses .. 
VIEITEZ, A (1987), abordó trabajos de micropropagación del cerezo partiendo de arboles 
seleccionados, utilizando ápices caulinares procedentes de plantas de seis años originadas 
de semillas de arboles "plus" , desarrollándose bien en medio de cultivo de MS adición de BA 
1 mgll, AIB 0.1 mgll y GA3 1 mg/l. 
MIRANDA, M. & FERNÁNDEZ, J. realizaron trabajos de micropropagacion de Prunus 
avium, seleccionados de diversas zonas del norte de España, con el fin de disponer de 
material para ensayos de campo. Tomaron segmentos de tallo de un centímetro con al 
menos una yema axilar o apical de un total de 69 clones, y utilizaron medio MS, con la 
concentración de nitratos reducida a la mitad, y después con 0.5mgll de BAP, 0.1 mgll de AIB, 
y 0.1 mgll de GA3. 
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Al ser una especie de distribución muy escasa en la región andaluza, tener importancia como 
cultivo y presentar notables aspectos etnobotanicos se considera necesario, establecer 
colecciones de la principales variedades locales, en los distintos Parques Naturales donde se 
presenta, como son Sierra Nevada, Magina y Aracena, con el fin de conservar el material in 
situ. 
1.5.2 P. spinosa 
Aunque generalmente no pasa de mata o arbusto, puede constituir un árbol de hasta 6m. de 
altura, con las ramillas intrincadas y espinosas. Hojas caducas, simples, lanceoladas o 
trasovado - elípticas, agudas de borde aserrado. Miden 2-4,5 cm. de longitud y 1-2 cm, dé 
anchura. El haz es lampiño y el envés pubescente o con algunos pelos, terminando lampiño 
con el tiempo. Flores hermafroditas muy abundantes, generalmente laterales, solitarias u 
ocasionalmente en parejas. Los frutos miden 1-2 cm. , de diámetro y son de color negro 
azulado, lampiños, algo pruinosos, de gusto áspero. La madurez la alcanzan a finales de 
verano y hace cambiar el color gradualmente de verde hacia azul oscuro. 
Foto. 3. Flores de Prunus spinosa Foto. 4. Frutos de Prunus spinosa 
Es una especie silvestre que crece de forma espontanea en el monte. Se distribuyen en 
Europa, desde Gibraltar a los Urales, siendo muy abundante en Navarra, sobre todo en la 
banda que comprende la zona de la montaña media y alpina y de menor presencia en la zona 
de la ribera . El endrino (Prunus spinosa L.), es componente habitual de formaciones 
arbustivas de estructura compacta llamadas espinales y zarzales, que incluyen comunidades 
arbustivas relacionadas con bosques caducifolios eurosiberianos o mediterráneos de riberas 
(Quereo fagetea) y bosques esclerofilos mediterráneos (Quereetea ilieis). 
Su madera se emplea en la torneria para fabricar bastones. En algunos paises fabrican 
bebidas alcohólicas con la fermentación de las endrinas. En España es utilizado para la 
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fabricación del "pacharan" licor cuyas características de buena calidad, tales como la 
astringencia y la acidez, se las proporcíona el fruto del endrino. 
La germinación es lenta y difícil ya que la semilla de endrino presenta una dormicion mixta 
(endogena + exógena) que requiere de tratamientos de estratificación húmedo y frío, Esta es 
una característica de muchas especies del genero Prunus. Su propagación se puede hacer, a 
través de ínjerto en púas s ilvestres sobre otras e species de P runus. Lo que también sirve 
para conocer la compatibilidad del endrino con otras especies del género, así como para la 
obtención de c Iones silvestres de buenas c aracteristicas. La principal dificultad, e s lag ran 
variabilidad que presenta el material silvestre en su comportamiento frente a las técnicas y 
tratamientos de propagación. 
1.5.3 P. ramburii 
Se trata de un endemismo andaluz, con apariencia de endrino. Es un arbusto de hasta 2.5 
metros, espinoso, con ramas intrincadas de corteza gris plateada, aunque las plantas jóvenes 
son pardo rojizas. Hojas estrechamente elipticas, agudas, con margen serrulado. Flores 
numerosas, agrupadas en grupos de 2 o 3 y de pétalos blancos de 5 a 8 mm, coetáneas con 
las hojas jóvenes. Fruto pequeño, globoso (con aspecto de ciruela) de 6 a 8 milímetros, 
ovoideo, de color azul oscuro o negro violáceo, de sabor ácido y áspero. 
Foto. 5. fruto de Prunus ramburii 
Se localiza en tres zonas: Sierra Nevada, Sierra Baza-Filabres (Granada, Almería) y Sierra de 
Gádor (Almería). Ocupa el piso oromediterráneo, bajando hasta los 1.200 m en la Sierra de 
Mecina (Granada). En la Sierra de Baza se suele presentar en altitudes superiores a las de 
Sierra Nevada. Manifiesta bajos niveles de fructificación (reducciones de más del 80 %), lo 
que le obliga a propagarse, en muchos casos , por vía v egetativa (propágulos radiculares), 
dando lugar a formaciones en rodales (Sierra Nevada almeriense). Aunque es localmente 
abundante, lo restringido de sus poblaciones y sus problemas reproductores llevan a 
proponerlo dentro de la categoría UICN de vulnerable (b.1, c.1). 
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Se ha establecido en el Jardín Botánico de Córdoba una Colección bajo cultivo con el objeto 
de recolectar el germoplasma más representativo de la región y mantenerlo para fines 
agronómicos y forestales. 
1.5.4 P. domestica 
Arbol de tamaño mediano que alcanza una altura máxima de 5-6 m. Tronco de corteza pardo-
azulada, brillante, lisa o agrietada longitudinalmente. Produce ramas alternas, pequeñas, 
delgadas, unas veces lisas, glabras y otras pubescentes o incluso vellosas. 
El sistema radicular; se caracteriza por raíces largas, fuertes, tortuosas, poco ramificadas y 
poco profundas, que emiten con frecuencia vástagos. Es un árbol caducifolio de hojas 
oblongas, aserradas, de color verde, liso por el haz y pubescente por el envés. Las Flores; 
aparecen en pequeños ramos cortos de un año de edad. Son blancas, solitarias, con 
pedúnculos, mas cortos que los de las flores del cerezo, pubescentes, aplastados y con 
pequeñas yemas de escamas ásperas. Tienen un tálamo en copa, en cuyo borde se insertan 
los sépalos, los pétalos y los estambres, mientras que en fondo se inserta el ovario. Los 
sépalos son 5 y los pétalos se alternan con aquellos también en número de 5, están libres, 
estrechados en la base y presentan el borde ondulado, Los estambres son numerosos y 
presentan anteras bilobuladas. El ovario es de forma oval y encierra en una sola cavidad dos 
óvulos. 
El fruto, es una drupa redonda u oval recubierta por una cera blanquecina (pruina), de color 
amarillo, rojo o violáceo, con pedúnculo mediano, peloso, con hueso oblongo, comprimido, 
algo áspero y que por un lado presenta una sola costilla. Dentro del hueso se encuentran dos 
semillas o más frecuentemente una sola, por aborto de la otra. La semilla comienza a perder 
la facultad germinativa a partir del primer mes de su madurez .. 
DIO (] ores (lo [JO"''''' Foto 7. Fruto de Prunus domestica 
Prunus domestica está ampliamente distribuido, asilvestrado en bosques y setos, cultivado 
en frutales y huertas. Las variedades europeas son bastante resistentes a las heladas 
primaverales, pero las japonesas y americanas son mas exigentes en temperatura y 
humedad, cultivándose en las exposiciones sur y este. 
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Sus frutos se consumen tanto en fresco como en jugos y mermeladas y de ellos se obtienen 
por destilación diversos licores. Su madera es marrón rojiza, dura y duradera, empleándose 
en tornería y carpintería. 
Del tronco se extrae una goma que se usa en vez de goma arábiga y para sazonar sidra. De 
las semillas se extrae un aceite amargo, de los frutos un colorante azul y de la corteza otro 
pardo rojizo. 
Es una planta que puede cultivarse bien hasta altitudes de 700 m, aguanta bien la caliza, la 
humedad y los terrenos compactos, debido a que presenta un sistema radicular superficial, 
puede vivir en terrenos poco profundos mejor que otros frutales, pero sin exceso de humedad. 
Especie de flor hermafrodita; fiorece en primavera al tiempo que aparecen las primeras hojas; 
polinización entomógama y dispersión zoócara. 
Se puede multiplicar por semilla, por vástagos, esquejes o por injerto, siendo este sistema él 
mas utilizado. 
1.5.5 P. mahaleb 
Arbusto caducifolio de hasta 2.5 m. mas raramente arbolito de hasta 10-12 m, inerme (sin 
espinas). Ramillas jóvenes puberbulas, de corteza lisa, grisácea. Hojas de (1-5-) 2-5 (-7) x 
1.5-4 (-5) cm, anchamente ovadas o subcordiformes, a veces suborbiculares, de margen 
crenado o serrulado, con pequeñas glándulas; haz algo lustroso y glabro; envés más pálido, 
glabro o ligeramente pubescente. Flores 3-11, coetáneas respecto a las hojas nuevas, en 
cimas racemiformes cortas, corimbiformes, sobre ramillas laterales, con las bracteas 
inferiores foliosas. Receptáculos de 2-3.5 mm ., campanulado o turbinado, glabro 
interiormente, de un amarillo anaranjado. Sépalos de 1-2.5 (-3) mm, ovados, enteros, agudos 
u obtusos, glabros. Pétalos de (3 .5-)4-7(-8) mm, patentes, obovadas, blancos. Ovario glabro. 
Fruto drupa de 6-9 (-10) mm, ovoidea o elipsoidal, apiculada, negra, glabra; endocarpo liso, 
con sutura lateral poco marcada. 2n=16. 
Foto 8. Planta de Prunus maha/eb 
15 
Especie caducifolia, que en muchas localidades tiene un sistema reproductor ginodioico 
(individuos hermafroditas junto a otros que se comportan funcionalmente como hembras). La 
floración tiene lugar durante los meses de abril y mayo. Las drupas maduras son consumidas 
por aves frugívoras como el petirrojo (Erithacus rubecula) , currucas (Sylvia spp.), zorzales 
(Turdus spp) y colirrojos (Phoenicurus spp.) y por mamíferos, sobre todo zorros (Vulpes 
vulpes) y tejones (Me/es me/es). Estos vertebrados son los responsables de la dispersión de 
sus semillas y consumen la práctica totalidad de las cosechas de frutos maduros. La tasa de 
germinación de las semillas en condiciones naturales varía entre años, dependiendo de las 
condiciones meteorológicas (sobre todo la precipitación) y del ambiente de germinación. Los 
niveles de germinación natural oscilan alrededor del 30% en el primer año y del 6% en el 
segundo. 
Se encuentra distribuida por el centro y sur de Europa, alcanzando también zonas más 
septentrionales como Suecia y Noruega, aunque en estas zonas puede que esté poco 
desarrollada. En la Península Ibérica su distribución es bastante amplia, aunque las 
poblaciones locales son casi siempre de pequeño tamaño. Aparece en el Pirineo aragonés y 
catalán, y también en el sistema Central e Ibérico. 
En Andalucía se distribuye principalmente por las montañas calizas de la Sierras Beticas y 
Subbeticas, encontrándose las poblaciones mas nutridas en las provincias de Jaén (Sierras 
de Cazarla, Segura y Mágina) y Málaga (Sierras de las Nieves y del Jobo). Esta presente 
también en Grazalema (Cádiz), ha sido encontrada en la Sierra de Hornachuelas (Córdoba), y 
en Sierra Nevada (Granada), Suele presentarse de forma aislada, aunque aparece también 
formando pequeños bosquetes. En las sierras de Cazarla y Segura, sus poblaciones están 
constituidas principalmente por individuos adultos, siendo muy escasos o inexistentes los 
juveniles y las plántulas, lo que indica sus dificultades de propagación. 
Cumple un papel importante en la agricultura ya que se ha utilizado como portainjerto de 
cerezo desde tiempos de los árabes, y actualmente es el principal patrón de injerto de 
cerezos comerciales. También tiene un valor ornamental y es utilizado en jardinería; se presta 
a la formación de setos, ya que soporta bien el corte y es capaz de rebrotar. Como uso 
medicinal, destaca su papel como diurético. 
Por tratarse de una especie ampliamente extendida y que además posee nutridas 
poblaciones en varias zonas andaluzas, no parecen necesarias medidas especiales para 
garantizar su supervivencia. 
Al igual que el resto de las especies del género Prunus, el cerezo de Santa Lucia es una 
especie que presenta una gran dificultad para germinar, por lo que su cultivo es vivero 
siempre es complicado. Las siembras tempranas, después de recolectar los frutos en 
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primavera, poco antes de que maduren, permiten la germinación progresiva en los siguientes 
meses. 
2 MATERIALES Y METODOS 
2.1 Material vegetal. 
Se utilizaron semillas de Prunus de las especies, que se indican a continuación: 
Especies Procedencia. 
Prunus avium Procedencia Navarra Cosecha 2003 
Prunus spinosa Procedencia Sierra Morena Cosecha 2003 
Prunus ramburii Procedencia Granada Cosecha 2001 
Prunus domestica Procedencia Sierra Subbetica Cosecha 2001 
Prunus mahaleb Procedencia Granada Cosecha 2001 
Las semillas se adquirieron a la firma "Semillas silvestres SL" de Córdoba. En una muestra de 
1 O semillas de cada especie se determinaron los sigui'entes parámetros biométricos~ 
Peso por semilla. 
Peso por semilla sin endocarpo. 
Porcentaje del endocarpo en el peso total de la semilla . 
Eje longitudinal. 
Eje transversal. 
2.2 Germinación en bandejas de semillas sin endocarpo. 
Se utilizaron bandejas con alvéolos rellenos con un substrato de turba y perlita en 
proporción 3: 1. 
En cada alvéolo se sembró una semilla a 1 cm de profundidad, a la que se había 
eliminado el endocarpo leñoso cortándolo con un corta tubos (Fot010) cuidando de no 
dañar la propia semilla. 
Se sembraron 20 semillas por cada una de las especies en consideración lo que dio 
un total de 100 semillas cuya distribución se indica en la Tabla 1. En la Foto 11 se 
muestra una vista de las bandejas. 
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Foto.10. Cortatubos SUPER - EGO, 
seccionando el endocarpo de una semilla 
Foto.11. Bandejas de polietileno con 
substrato de turba y perlita, en la cual 
se sembró 1 semilla por alvéolo de 
cada una de las especies de Prunus. 
Tabla. 1. Distribución de las semillas de Prunus en las bandejas 
1 A A A A A A A A A A A A A A A A A A A 
2 B B B B B B B B B B B B B B B B B B B 
3 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 
4 D D D D D D D D D D D D D D D D D D D 
5 E E E E E E E E E E E E E E E E E E E 
A: Prunus mahaleb 
B : Prunus domestica 
e : Prunus avium 
D : Prunus ramburii 
E : Prunus spinosa 
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Las bandejas se colocaron en cámara de ambiente controlado (cámara de cultivo) a 25+-1 ' C, 
con fotoperiodo de 16 horas y con intensidad luminosa de 30 ¡.¡Em-2 s-1, obtenida con 
lamparas fluorescentes luz día (PHYLLlPS TL 40W/54Rs). Se mantuvo la humedad, sín 
encharcamiento, mediante 1 ó 2 riegos semanales. 
Se realizó un segundo experimento, igual al indicado, salvo que las semillas, una vez 
eliminado el endocarpo antes de la siembra, se maceraron en agua durante 24 horas para su 
imbibición. 
La distribución de las semillas de esta segunda prueba se detalla en la Tabla 1. Las bandejas 
se situaron en la misma cámara y condiciones indicadas en el primer experimento. 
2.3 Germinación de semillas sin endocarpo en cajas de Petri con papel 
o algodón, con agua o con medio MS /MURASHIGE y SKOOG 
1962\ a 1/3 de concentración. 
Se utilizaron 20 semillas de cada especie en estudio por cada placa de Petri (400 semillas 
total), que se desinfectaron, de la forma siguiente: 
Se preparó una disolución de hipoclorito sódico al 7% de cloro activo (280 mi) y ácido 
clorhídrico al 35% (9.3 mi), en proporción 30:1 (v/v), mas 3 gotas de Tween 20, en la que se 
sumergieron las semillas de cada especie, el conjunto se colocó dentro de una cámara de 
flujo laminar (TELSTAR AH-100) , sobre un agitador termomagnético SBS A-06, SERIE H, 
para mantener las semillas en continuo movimiento, facilitando así su constante contacto con 
la solución. Las semillas permanecieron sumergidas en esta disolución Foto 13, durante 20 
minutos. Después, se realizaron tres lavados con agua destilada esterilizada en autoclave, de 
5 minutos cada uno bajo agitación, siempre dentro de la cámara de flujo laminar. 
Se emplearon 10 placas de Petri por ensayo. En cinco de ellas se pusieron 15 cc agua 
destilada estéril por placa, mientras que a cada una de las otras cinco se les agregaron 15 cc 
de medio MS (MURASHIGE y SKOOG 1962) 1/3 concentración (anexo 1). En cada placa se 
sembraron 20 semillas por especie. De forma similar se procedió para el ensayo con algodón, 
aunque en este caso se adicionaron 75 cc de agua o medio. Tras la siembra, las cápsulas 
se taparon y sellaron con papel parafilm, y se llevaron a la cámara de cultivo, en las mismas 
condiciones que los experimentos realizados anteriormente (Foto 12) . 
El diseño experimental fue similar al utilizado en los ensayos real izados con semillas sin 
endocarpo y cultivo de embriones in vitro. 
En todos los experimentos de germinación se controlaron los siguientes parámetros: % 
germinación, tiempo entre la siembra y la germinación, energía germinativa e índice de vigor. 
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Foto.12. Germinación en cajas de Petri papel o algodón con agua o 
medio MS (MURASHIGE y SKOOG1962) 1/3 de concentración, de 
semillas sin endocarpo de Prunus. 
2.4 Germinación in vitro de semillas sin endocarpo. 
Como en los experimentos anteriores. se utilizaron 20 semillas sin endocarpo por cada 
especie de Prunus. para los ensayos de semillas embebidas y semillas sin embeber. Por 
tanto. se usaron 200 semillas en total. que antes de su siembra in vitro se desinfectaron como 
se indicó antes. 
A continuación, y siempre trabajando en la cámara de flujo, las semillas se colocaron 
individualmente en tubos de ensayo de 150 x 25 cm, con 8 cc de medio MS (Murashige y 
Skoog 1962) a 1/3 de concentración, en 5 9 agar con adición de 20 9 sacarosa, 33mg de 
inositol, todo ello igualmente esterilizado en autoclave a 121°C y 1 atm., de presión, durante 
20 minutos. Los tubos con las semillas se taparon, sellándose con cinta parafilm y el conjunto 
se coloco en una cámara de cultivo a 25+-1°C, con fotoperiodo de 16 horas y con intensidad 
luminosa de 30 ~Em-2.s-" obtenida con lamparas fluorescentes luz dia (PHYLLlPS TL 
40W/54Rs). 
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Semillas en agitación en la 
solución de desinfección . 
Foto.13. Proceso de desinfección, las semillas de Prunus en el medio de 
desinfección sobre agitador magnético, dentro de la cámara de flujo laminar. 
2.5 Cultivo de embriones in vitro. 
Se utilizaron al igual que en los ensayos anteriores, 100 semillas, 20 por cada especie, 
cuidando que presentaran un excelente aspecto exterior, sin ninguna tara aparente. A las 
semillas se les elimino el endocarpo y se desinfectaron también como se indicó antes. Las de 
idéntico origen se pusieron juntas en una placa Petri estéril con agua autoclavada, se taparon 
y sellaron con parafilm, y se colocaron inmediatamente en una estufa a 37°C, durante un 
periodo de 24 horas. Transcurrido ese tiempo, se pasaron a una cámara de cultivo durante 48 
h, para que la semilla absorbiera agua, facilitando asi la posterior extracción del embrión. 
El embrión se aisló de la semilla (embebida) fijándola con una pinza y haciendo dos cortes 
laterales en el endospermo con un bisturí, dejándolo visible y sin dañar. Seguidamente, se 
presiono el embrión por una de las aberturas, sacándolo intacto (Foto 14 y 15). 
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Ubicación del embrión 
Foto. 14. Semilla sin endocarpo de Prunus domestica 
Foto. 15. Extracción del embrión. 
Una vez e xtraido e I e mbrión, s e s embró u tilizando un proceso idéntico al indicado para la 
semilla sin e ndocarpo in v itro. El diseño experimental y las condiciones de cultivo también 
fueron iguales al de las semillas desnudas. 
2.6 Propagación de explantos in vitro. 
De plantulas de cada especie obten ida in vitro a partir de semillas sin endocarpo o embriones, 
se cortaron, en condiciones de asepcia, explantos uninodales de aproximadamente 1 cm de 
longitud. 
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Dado su origen de cultivo in vitro y su preparación en la cámara de flujo, no hubo necesidad 
de desinfectarlos. Se siguieron dos protocolos para la propagación de los explanto. En un 
caso se utilizo la metodología de MIRANDA. F. el. al. (2001). Es decir, la mitad de los 
explantos de cada especie de Prunus se depositara individualmente en tubos de ensayo (150 
x 25cm) sobre 8 cc de medio MS con la concentración de los nitratos reducida a 1/3, en 5 g 
agar a pH 5.7. Los tubos se taparon, sellaron con parafilm y se situaron en la cámara de 
cultivo en las condiciones de incubación indicadas antes para los otros experimentos. A los 7 
días, cada explanto se trasladó a otro tubo idéntico, con el mismo medio pero con reguladores 
de crecimiento (BAP 0.5 mg/I, AIB 0.1 mg/I, GA3 0.1 mg/I) . Después de 30 dias en la cámara, 
de nuevo se trasladaron los explantos a otros tubos con el medio inicial y solo la adición de 
AIB (0.5 mg/I) como regulador. A los 7 dlas en esas condiciones los explantos se volvieron a 
trasladar a nuevos tubos con el mismo medio pero sin reguladores de crecimiento. En estas 
condiciones permanecen hasta el final del experimento. 
La otra mitad de los explantos de cada especie, se sembraron en tubos similares a las 
anteriores, con medio VID (TRONCOSO el. Al. 1991) Y asi permanecerán en la cámara 
durante toda la prueba. 
2.7 Adaptación a condiciones externas. 
Para la aclimatación al medio externo de las plantas de Prunus, obtenidas in vitro en los 
diferentes ensayos anteriores, tanto de germinación de semillas o embriones, como de 
propagación de explantos, se siguió la metodología propuesta por CANTOS et al. (1993). 
Para ello, primero se preparo el sustrato consistente en una mezcla homogénea de turba y 
perlita en proporción 1:1, llenándose con ella vasos de polietileno de color blanco y capacidad 
330 mI. A continuación se extrajo cuidadosamente la plántula del interior de la placa Petri o 
tubo con unas pinzas y una vez desprendidos los restos del agar y extendido lo mas posible 
el sistema radicular, se trasplantó rápidamente a un vaso con el substrato. Dado que las 
plantas que provienen de condiciones in vitro, no tienen aún los estomas totalmente 
funcionales (ZANCCHINI y MORINI, 1998), y pueden sufrir una rápida pérdida de turgencia y 
su posterior desecación , se regó el substrato adecuadamente y se cubrió el vaso con una 
bolsa de plástico transparente, pulverizando el interior de la bolsa también con agua. De este 
modo se proporcionó a la planta, la mayor humedad ambiental posible. 
Los vasos con las plantas se pusieron en la cámara de crecimiento y endurecimiento a una 
temperatura de 25 +-1'C, con fotoperiodo de 16 horas e iluminación de 30 ~E/m2s·'. Para ir 
aclimatando a la planta, a un funcionamiento normal, a la semana se realizó un corte en una 
de las puntas de la bolsa, y se observó diariamente lo que sucedia. A la semana siguiente se 
realizo otro corte al segundo pico de la bolsa, lográndose así al cabo de 25 a 30 días la 
aclimatación completa de la planta, sin bolsa y en contacto directo con el medio ambiente. 
23 
3. RESULTADOS Y DISCUSION. 
3.1 Indices biométricos de las semillas. 
En la tabla 2 se detallan los indices biométricos de las semillas de las distintas 
especies de Prunus estudiadas. Las semillas de P. avium, P. spinosa y P. 
domestica. tienen un peso muy superior a P. maha/eb y P. ramburii. La mayor parte 
del peso de cada semilla. corresponde al endocarpo lo que indica su consistencia y 
posible influencia negativa en la germinación de estas semillas. En consonancia con 
los pesos respectivos. también los tamaños de las semillas de las tres primeras 
especies son superiores a los de las otras dos. aunque en este caso las diferencias 
son menores. Esto significa una mayor densidad de las primeras. 
Tabla.2. Parámetros biométricos de las semillas de las especies de 
Prunus en estudio. 
ESPECIE Peso Peso %del Eje Eje 
semilla semilla sin endocarpo longitudinal transversal 
(g.) endocarpo en el peso (cm). (cm). 
(g) total. 
P. avium 0.21 0.044 79 % 0.71 0.41 
P. spinosa 0.27 0.069 74% 0.68 0.49 
P. domestica 0.34 0.086 75% 0.91 0.57 
P. mahaleb 0.069 0.029 58% 0.41 0.31 
P. ramburii 0.073 0.022 70% 0.53 0.31 
3.2 Germinación y desarrollo de las plantulas de semillas sin endocarpo en 
bandejas. 
En estos ensayos, tanto el grupo sin embeber como el puesto durante 24 horas 
en imbibición, no llegaron a germinar ya que en su mayoría, sufrieron un 
proceso de descomposición y contaminación. 
3.3 Germinación de semillas sin endocarpo en cajas Petri sobre papel o 
algodón mojado. con agua o con medio MS (MURASHIGE y SKOOG 1962). 
En la Tabla 3, se muestran los distintos parámetros que definen la germinación de las 
semillas de cada especie sembradas en cajas de Petri con papel de filtro mojado con 
agua. Excepto P. mahaleb que no germinó. las restantes especies tuviéron una cierta 
respuesta con este procedimiento. 
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Tabla.3. Semillas sin endocarpo sembrada cajas de Petri sobre papel 
embebido con agua destilada. 
Semillas Dias a la 
ESPECIE germinadas % Germinación E.G I.V 
Prunus avium 12 60 16 19.3 3.17 
Prunus spinosa 4 20 13 18 1.15 
Prunus domestica 9 45 17 24.3 1.88 
Prunus mahaleb O O O O O 
Prunus ramburii 5 25 17 24.8 1.11 
Prunus avium obtuvo una germinación del 60%, con una energia germinativa (E.G) 
del 19.3, la cual indica que la mayoria de las semillas demoraron 19 dias en germinar. 
El indice de vigor fue 3.17 que según los indices mostrados por AGRAWAL, R.(1980), 
es bajo. Le siguieron Prunus domestica con el 45% de germinación, E.G de 24.3 y 
I.V de 1.88, Prunus ramburii con el 25% G, E.G 24.8 Y I.V 1.11y Prunus spinosa 
con el 20% G, E.G 18 Y I.V 1.15. Cabe indicar que Prunus spinosa mostró el menor 
tiempo de germinación con 13 dias, en comparación con los demás que superaron los 
16 días. 
El mayor problema que presento este método fue que cuando las plantas germinadas 
(aun pequeñas) se tuvieron que trasladar a condiciones externas (CANTOS et al 
1993) se tuvo un 75% de bajas, sobreviviendo sólo el 25%. 
Tabla. 4. Semillas sin endocarpo sembrada cajas de Petri sobre papel 
embebido con medio MS. 
Semillas Días a la 
ESPECIE germinadas % germinación E.G I.V 
Prunus avium 11 55 16 19.7 2.86 
Prunus spinosa O O O O O 
Prunus domestica 1 5 17 23.7 0.65 
Prunus mahaleb O O O O O 
Prunus ramburii O O O O O 
Cuando en lugar de agua, el papel de filtro se baño con medio MS (tabla 4), se 
produjo menor germinación debido principalmente a la contaminación que mostraron 
las placas de Petri. 
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Tabla.5. Porcentaje de germinación de semillas sembradas en cajas Petri 
con algodón yagua destilada. 
Semillas Dias a la 
ESPECIE germinadas % germinación E.G I.V 
Prunus avium 11 55 16 18.5 3.02 
Prunus spinosa 2 10 19 21 0.48 
Prunus domestica 1 5 21 27 0.19 
Prunus maha/eb O O O O O 
Prunus ramburií O O O O O 
Tabla.6. Porcentaje de germinación de semillas sembradas en placas 
Petri con algodón y medio MS. 
Semillas Días a la 
ESPECIE germinadas. % germinación E.G I.V 
Prunus avium 7 35 16 17.4 2.03 
Prunus spinosa 5 25 15 18.4 1.36 
Prunus domestica 1 5 21 28 0.18 
Prunus maha/eb O O O O O 
Prunus ramburií O O O O O 
Los parámetros de germinación para cada especie de Prunus cuando se uso 
algodón en lugar de papel de filtro en el fondo de la cápsula de Petri, se 
indican en la tabla 5 (con adición de agua) y en la 6 (con adición de medio 
MS). En estos casos la germinación en general fue algo inferior a las indicada 
antes, y el agua tuvo también mejor comportamiento que el MS, debido al 
mayor grado de contaminación en este mismo medio. Como en los primeros 
casos las plantulas obtenidas fueron demasiado pequeñas para ser 
trasplantadas al exterior con éxito. 
3.4 Germinación, desarrollo de la plantula y adaptación a condiciones 
externas de semillas sin endocarpo in vitro. 
En la tabla 7, se observa la germinación alcanzada por las semillas sin endocarpo no 
embebidas, de cada una de las especies en estudio, el tiempo que necesitaron para 
su germinación, entre otras variables de importancia que permiten ver la viabilidad de 
las semillas. En todos los casos, el porcentaje de germinación fué bajo, destacando 
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en este aspecto P. mahaleb que no alcanzó germinación alguna. Esto significa que 
además de la dormancia debida al endocarpo, las semillas de Prunus presentan una 
fuerte endodormancia asociable al endospermo y/o al propio embrión. Los restantes 
parámetros considerados, también corroboran las dificultades de germinación de 
cada especie. (tabla 7). 
Tabla.7. Germinación in vitro de semillas sin endocarpo no embebidas. 
Semillas Días a la 
ESPECIE Germinadas % germinación 
Prunus avium 4 20 123 
Prunus spinosa 2 10 84 
Prunus domestica 3 15 31 
Prunus mahaleb O O O 
Prunus ramburii 4 20 32 
nación semillas de Prunus sin embeber 
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E.G. I.V 
123 0.16 
105 0.14 
94.3 0.15 
O O 
45.25 1.07 
Ruptura de la testa 
en forma vertical 
Foto. 17. Semilla sin embeber de Prunus ramburii germinando. 
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En la tabla 8, se muestra la germinación para el caso de semillas embebidas, Los 
resultados del % de germinación son bastante parecidos a los de las semillas sin 
hidratar aunque se necesitan menos dias para que se produzca. En conjunto la 
imbibición de la semilla no mejoró suficientemente el proceso de germinación. 
Tabla. 8. Porcentaje de germinación in vitro de semillas embebidas 
Semillas Dias a la 
ESPECIE germinadas % germinación E.G I.V 
Prunus avium 5 25 50 77.2 0.39 
Prunus spinosa 1 05 26 26 0.19 
Prunus domestica 2 10 10 11 1.33 
Prunus mahaleb O O O O O 
Prunus ramburii 1 05 89 89 0.06 
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Las plántulas obtenidas se desarrollaron in vitro con normalidad y tras 45 dias de 
cultivo, utilizando el procedimiento de CANTOS et al (1993), indicado en el capitulo de 
materiales y métodos, se obtuvo en conjunto un 60% de supervivencia en el 
transplante desde in vitro a condiciones externas. 
enteras 
embebidas en medio MS 
Foto 19. Semillas sin endocarpo embebidas en la cámara de Cultivo 
3.5 Germinación, desarrollo de la plantula y adaptación a condiciones 
externas de embriones cigoticos in vitro 
En esta ensayo (tabla 9) de nuevo no se produjo germinación con P. maha/eb lo que 
hace sospechar que las semillas no estaban en buenas condiciones (procedían de la 
cosecha 2001). En las otras especies la germinación es mejor que la obtenida con las 
semillas sin endocarpo lo que indica que parte de la endodormancia radica en este 
tejido. 
Tabla. 9. Porcentaje de germinación de embriones in vitro 
Semillas Dias a la 
ESPECIE germinadas % germinación E.G I.V 
Prunus avium 13 65 9 17.54 13.64 
Prunus spinosa 5 25 4 7.8 5.03 
Prunus domestica 4 20 45 45 0.44 
Prunus mahaleb O O O O O 
Prunus ramburii 6 30 15 76.6 0.67 
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Se observa que Prunus avium, sigue obteniendo la mejor germinación con 65%, con 
una energía germinativa (E.G) de 17.54 valor regular, y un índice de vigor (I.V) de 
13.64 valor intermedio. El uso del embrión también bajó el número de días necesarios 
para la germinación. 
Como en el caso de la semilla sin endocarpo, las plantulas obtenidas por la 
germinación de embriones también se desarrollaron perfectamente in vitro y tras 45 
días de cultivo se trasplantaron al exterior (CANTOS et al 1993), con una mortalidad 
inferior al 30%. Para corroborar estos datos en las figuras, se detalla el desarrollo de 
las plantulas de P. avium y P. spinosa. 
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Fig. 1. Longitud de la raiz de P. avium tras 45 días de cultivo in 
vitro. 
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En la fig . 1 se observa la media del crecimiento radicular en P. avium, durante el 
periodo de cultivo in vitro. Se nota un gran desarrollo radicular de mas de 6 cm, a la 
novena evaluación, que se corresponde con 45 días de cultivo. 
Fig. 2. Crecimiento del tallo de P. avium tras 45 dias de cultivo in 
vitro. 
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La fig.2, describe el crecimiento del tallo de la plantula de P. avium. Se alcanzan mas 
de 2 cm en la novena evaluación al final de la prueba. 
Fig. 3. Número de nudos en el tallo de Prunus avium. 
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En consonancia con el crecimiento del tallo, se alcanzaron casi dos nudos por planta 
durante los 45 días de cultivo, lo que significa unas 4 hojas por planta (fig.4),en ese 
tiempo. 
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Fig. 4. Número de hojas de la plantula de Prunus avium. 
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Las plantu las obtenidas y desarrolladas tras 45 días de cultivo in vi tro, se 
trasplantaron a condiciones externas (CANTOS et al 1993) lográndose una 
supervivencia del 71.4%. 
En consecuencia, se puede decir que el cul tivo in vitro del embrión aislado de P. 
avium mejoro notablemente los resul tados obtenidos con la semilla sin endocarpo. 
Así s e a Icanzo un 65% de germinación en tan sólo 9 días, con un desarrollo muy 
adecuado de la plantula q ue tras 45 días de cultivo in vitro, se pudo trasplantar al 
exterior con un 71.4% de supervivencia. 
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Foto. 24. Plántula de P. avium obtenida por germinación de embriones 
in vitro. Nótese la presencia de raíces secundarias y nudos. 
En la Fig.5, se indica el crecimiento de la raiz de Prunus spinosa, durante el periodo 
de cultivo in vitro. Se obtuvo un buen desarrollo radicular semejante al indicado para 
P. avium. 
Fig. 5. Longitud de la raíz de la plantula de Prunus spinosa. 
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Fig.6. Crecimiento del tallo de la plantula de P. spinosa. 
cm . 
6 
:1 
-
----
7 • .. 
.,-
~ I 17 
O 
O 10 20 30 40 50dias 
El desarrollo de la parte aérea de la planta de P. spinosa expresado como crecimiento 
del tallo (lig.6 ), número de nudos (lig.7) Y número de hojas (lig.8) es incluso superior 
al de P. avium. La respuesta al trasplante también es muy parecida a la de P. avium. 
En consecuencia, la germinación de embriones in vitro es también un método 
adecuado para la propagación de esta especie. 
Fig.7. Número de nudos de la plantula de P. spinosa. 
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Fig.8. Número de hojas de la plantula de Prunus spinosa. 
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Foto. 25. Plántula de Prunus spinosa obtenida a partir de embrión, 
obsérvese la conformación de la plantula, con una sola raíz 
principal. 
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3.6 Multiplicación in vitro de las plantulas obtenidas por germinación in vitro de 
semillas y embriones de las especies de Prunus en estudio. 
En las fotos 26 a 29 se muestran explantos de P. avium, P. domestica, P. spinosa y 
P. ramburii, en medio MS con la concentración de nitratos reducidos a la mitad, sin 
reguladores de crecimiento, preparados para llevarlos al siguiente medio. Se observa 
la conformación de los explantos, óptimos para este proceso, después de una 
semana de cultivo. 
Foto. 26. Explanto de Prunus avium sembrado en medio MS. 
con la concentración de los nitratos reducidas a la mitad. 
Foto. 27. E xplanto de Prunus s pinosa s embrado e n medio 
MS. con la concentración de los nitratos reducidas a la mitad. 
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Foto. 28. Explanto de Prunus ramburii sembrado en medio MS. 
con la concentración de los nitratos reducidas. 
Foto. 29. Explanto de Prunus domestica sembrado en medio 
MS. con la concentración de los nitratos reducidos a la mitad. 
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En las figuras (9 a 12) podemos observar el crecimiento del tallo de los explantos 
durante los 28 dlas de estancia en el medio de cultivo. En este tiempo P. avium y P. 
doméstica crecieron algo mas de un cm, P. spinosa casi 2 cm y P. ramburri tan sólo 
0.5. Estos crecimientos tan sólo pretenden significar una respuesta positiva del 
explanto, pero debido al corto número de dias considerados aun no tienen un elevado 
valor comparativo. Se debe aclarar que se consideran solamente 28 dlas por ser los 
que ha permitido el desarrollo de los experimentos en relación con la duración del 
curso y mi estancia en España. No obstante la prueba se continúa por personal del 
IRNAS. 
Fig. 9. Crecimiento de Prunus avium 
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Fig. 10. Crecimiento de Prunus spinosa 
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Fig. 11 . Crecimiento de Prunus domestica 
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Fig. 12. Crecimiento de Prunus ramburii 
cm 
0,6 
0,5 
0,4 
0,3 
0,2 
0,1 
.... 
7 
/' 
7 
-:7 
° 
° 
5 10 15 20 25 30 días 
Asl mismo, en las figuras (13 a 16), se estudian para las mismas fechas indicadas (28 
dlas), el número de nudos y de hojas neoformadas. El número de hojas es en cada 
caso doble que el de nudos (hojas opuestas) e indican un desarrollo concordante con 
la longitud del tallo indicada antes. 
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Fig. 13. Número de nudos y hojas de P. avium. 
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Fig. 14. Número de nudos y hojas de P. spinosa. 
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Fig. 15. Número de nudos y hojas de P. domestica. 
cm 
8 
7 
6 
5 
4 
3 
2 
1 
O 
O 5 
___ nudos - ' - hojas 
~ .. 
.. --
.. ~ 
/'" 
-
~ 
10 15 20 
Fig. 16. Número de nudos y hojas de P. ramburri. 
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En las fotos 34 y 35, se observan los explantos pasados a medio MS con AIB 
(O.5mg/l), tras 7 días de cultivo. Se nota el desarrollo de callos en los tallos de los 
explantos, la cual es una característica a la formación de raíces. No obstante, todavía 
el tiempo de cultivo es insuficiente para la formación de raices. 
Foto. 34. Explanto de Prunus mostrando la formación de 
callos en el medio M5 mas AIB, 
Foto. 35. Se Observa el engrosamiento del tallo, formando un 
callo, característico a la formación de raíces. 
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Explantos sembrados en medio VID (TRONCOSO et al 1991). 
Fig. 17. Crecimiento de Prunus avium 
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Fig. 18. Crecimiento de Prunus spinosa 
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En las figuras (17 a 20) podemos observar el crecimiento del tallo de los explantos 
durante los 45 días de estancia en el medio de cultivo. En este tiempo P. avium y P. 
doméstica crecieron algo mas de un cm, al igual que P. spinosa y P. ramburri. 
Estos crecimientos tan sólo pretenden significar una respuesta positiva del explanto, 
pero debido a I corto número de días considerados aun no tienen un elevado valor 
comparativo. Se debe aclarar que se consideran solamente 45 días por ser los que ha 
permitido el desarrollo de los experimentos en relación con la duración del curso y mi 
estancia en España. No obstante la prueba se continúa por personal del IRNAS 
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Fig. 19. Crecimiento de Prunus domestica 
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Fig. 20. Crecimiento de Prunus ramburii 
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Asi mismo, en las figuras (21 a 24) , se estudian para las mismas fechas indicadas (45 
dias), el número de nudos y de hojas neoformadas. El número de hojas es en cada 
caso doble que el de nudos (hojas opuestas) e indican un desarrollo concordante con 
la longitud del tallo indicada antes. 
Fig. 21 . Número de nudos y hojas de P. avium. 
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Fig. 22. Número de nudos y hojas de P. spinosa. 
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Fig. 23. Número de nudos y hojas de P. domestica. 
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Fig 24. Número de nudos y hojas de P. ramburii. 
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CONCLUSIONES 
De los resultados obtenidos en el desarrollo de los diferentes ensayos establecidos 
se concluye: 
1. Los resultados obtenidos en la germinación de semillas sin endocarpo en bandejas 
con sustrato de turba y perlita comprueban las dificultades de reproducción de las 
especies P. avium, P. spinosa, P. domestica, P. ramburii y P. mahaleb, 
consideradas en este trabajo. 
2. No se logró germinación alguna en todos los procedimientos ensayados con las 
semillas o embriones de P. maha/eb, lo que hace sospechar el mal estado de estas 
semillas. 
3. Por el contrario, la siembra de semillas sin endocarpo de las especies P. avium, P. 
spinosa, P. domestica y P. ramburii en cápsulas de Petri con papel de filtro 
humedecido con agua provoco un porcentaje adecuado de germinación en especial 
en P. avium. No obstante las plantulas obtenidas no tuvieron un desarrollo suficiente 
para ser transplantadas con éxito a condiciones externas. 
4. El cultivo in vitro de embriones aislados se demostró como el método mas eficaz, 
tanto en rendimiento como en tiempo, para la reproducción de las cuatro especies de 
Prunus indicadas antes. Así mismo, el buen desarrollo de las plantulas in vitro 
aseguró una supervivencia superior al 70% al ser trasladadas a condiciones externas. 
5. Por los procedimientos utilizados en este trabajo para la multiplicación in vitro de 
explantos nodales de la especies en consideración, se ha logrado un buen desarrollo 
de la parte aérea. No obstante el tiempo disponible no ha sido suficiente para la 
formación de raíces, aunque el tipo de callo obtenido hace pensar en un próximo 
enraizamiento. 
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ANEXOS DE MEDIO DE CULTIVO Y TRATAMIENTOS ESTADISTICO EMPLEADO. 
Anexo N° 01 
MEDIO DE CULTIVO DE MURASHIGE y SKOOG (1962). 
SOLUCION BASAL. 
1. Macro Nutrientes. mgr' mM 
NITRATO POTÁSICO KNO, 1900 18.78 
NITRATO AMÓNICO NH,NO, 1650 26.61 
CLORURO CALCICO CaCI,.2H2O 440 3.00 
SULFATO DE MAGNESIO MgSO,.7H2O 370 1.50 
FOSFATO ACIDO POTASICO KH2PO, 170 1.25 
2. Micronutrientes. mgr' uM 
SULFATO DE MANGANESO MnSO,.4H2O 22.30 0.10 
ACIDO BORICO H,B03 6.20 0.10 
SULFATO DE ZINC ZnSO,.7H2O 8.60 0.03 
MOLlBDATO DE SODIO Na2Mo20,.2H20 0.25 7.5. 10" 
SULFATO DE COBRE CuSO,.5H2O 0.025 1.0. 10-' 
CLORURO DE COBALTO CoCl2.6H20 0.025 1.0. 10"' 
10DURO POTASICO KI 0.83 5.0.10-3 
3. Quelatos: mgr' mM 
SULFATO DE HIERRO FeSO,.7H2O 27.80 0.10 
Na2EDTA 37.50 0.10 
4. Vitaminas. 
MIO - INOSITOl 100.00 
TIAMINA 0.10 
5. Complementarios. gr' 
HIDRATOS DE CARBONO SACAROSA 20.00 
AGAR 5.00 
pH a 5.7 
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Anexo N° 02 
MEDIO DE CULTIVO DE VID (Troncoso et al 1991 l. 
SOLUCION BASAL. 
6. Macro Nutrientes. 
NITRATO POTÁSICO 
NITRATO AMÓNICO 
KNO, 
NH4NO, 
CLORURO CALCICO CaCI2.2H20 
SULFATO DE MAGNESIO MgS04.7H20 
FOSFATO ACIDO POTASICO KH2P04 
7. Micronutrientes. 
SULFATO DE MANGANESO MnS04.4H20 
ACIDO BORICO H,BO, 
SULFATO DE ZINC ZnS04.7H20 
MOLlBDATO DE SODIO 
SULFATO DE COBRE 
CLORURO DE COBALTO 
8. Quelatos: 
SULFATO DE HIERRO 
Na2EDTA 
9. Vitaminas. 
MIO - INOSITOl 
TIAMINA 
10. Complementarios. 
HIDRATOS DE CARBONO 
AGAR 
pH a 5.7 
Na2Mo204.2H20 
CuS04·5H20 
CoCL2·6H20 
FeS04.7H20 
SACAROSA 
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mgr' 
800 
800 
300 
370 
170 
mgr' 
0.85 
6.20 
8.60 
0.25 
0.025 
0.025 
mgr' 
27.10 
37.30 
gr' 
20.00 
5.00 
mM 
7.91 
10.00 
1.27 
1.50 
1.25 
uM 
5.00 
100.00 
30.00 
1.03 
0.10 
0.10 
mM 
0.097 
0.10 
100.00 
0.10 
Anexo N° 03 
MEDIO DE CULTIVO DE MURASHIGE y SKOOG (1962). 
Al 50% DE LOS NITRATOS 
Solución Basal. MI. 
NITRATOS 1.25 
CLORUROS 2.5 
SULFATOS 2.5 
P-B-Mo 2.5 
Na EDTA 2.5 
Vitaminas. 
MIO -INOSITOL 25.00 mg. 
TIAMINA 2.5ml 
Complementarios. gr' 
HIDRATOS DE CARBONO SACAROSA 6.25 
AGAR 1.5 
pH a 5.7 
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Anexo N° 04 
MEDIO DE CULTIVO DE MURASHIGE y SKOOG (1962). 
Al 50% DE LOS NITRATOS MÁS REGULADORES. 
Solución Basal. MI. 
NITRATOS 1.25 
CLORUROS 2.5 
SULFATOS 2.5 
P-B-Mo 2.5 
Na EDTA 2.5 
Vitaminas. 
MIO - INOSITOL 
TIAMINA 
Auxinas. 
0.25 mi AIB Stock 10mg/100cc. 
Citoquininas. 
0.62 mi BNBAP Stock. 20mg/1 DOce. 
Acido Giberelico. 
GA3 0.25 mI. Stock 1 Omg/1 00 ce. 
Complementarios. 
HIDRATOS DE CARBONO 
AGAR 
pH a 5.7 
SACAROSA 
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9r' 
6.25 
1.5 
25.00 mg 
2.5ml 
Anexo N° 05 
MEDIO DE CULTIVO DE VID (Troncoso et al 1991) 
Solución Basal. MI. 
NITRATO AMONICO 2.5 
NITRATO POTASICO 2.5 
NITRATO CALCICO 2.5 
SULFATO DE MAGNESIO 2.5 
FOSFATO MONOPOTASICO 2.5 
P-B-Mo 0.25 
Na EDTA 2.5 
Vitaminas. 
MIO - INOSITOL 25.00 mg 
TIAMINA 2.5ml 
Auxinas. 
0.06 mi ANA Stock 1 Omg/1 OOcc. 
Citoquininas. 
0.09 mi BNBAP Stock. 20mg/100cc. 
Complementarios. 
HIDRATOS DE CARBONO 
AGAR 
pH a 5.7 
SACAROSA 
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gr' 
6.25 
1.5 
ANEXO N° 06 
PORCENTAJE DE GERMINACION. 
%G = SG/SS X 100 
Donde 
SG= Semillas germinadas 
SS= Semillas sembradas. 
ENERGIA GERMINATIVA. 
EG = (SG1 x T1) + (SG2 x T2)+ ....... (SGn x Tn) / SG1 + SG2+ .... SGn 
Donde 
SGn = Semillas germinadas en tiempo uno 
Tn = tiempo de germinación en dias. 
IN DICE DE VIGOR. 
IV = PG1/t1 + PG2/ t2 + ..... + PGn-1/ tn-1 + PGn / tn 
Donde 
IV = Indice de Vigor 
PG = Poder germinativo 
T = tiempo de germinación (días después de la siembra). 
N = número ordinal de conteos efectuados en el tiempo t . 
Tomado de Agrawal, R. (1980); Pineda, M.(1989). 
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Parámetros. 
O - 20 muy malo 
21 -40 malo 
41 - 60 regular 
61 - 80 bueno 
81 - 100 muy bueno. 
Parámetros. 
1 - 5 excelente 
6 -10 muy bueno 
11 -15 bueno 
16 - 30 regular 
30 a mas. Malo 
Parámetros 
3 - 6 bajo 
7 - 15 intermedio 
16 - 24 alto 
25 a mas. Alto 
